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Introducao

A framboeseira (Rubus ideaus L.) € uma
espécie do grupo das pequenas frutas
originaria do Centro e do Norte da Europa

e de parte da Asia (RASEIRA et al., 2004),
sendo considerada uma potencial alternativa
de renda para as pequenas propriedades
familiares das regioes de clima temperado
(OLIVEIRA et al., 2006).

A producao de framboesa no Brasil é
realizada principalmente nos Estados de

Sao Paulo, Minas Gerais e Rio Grande do

Sul (PAGOT, 2004). No Brasil, as cultivares
Heritage, Autumn Bliss e Batum, encontram-
se entre as mais plantadas. A ‘Heritage’ é a
de maior distribuicao mundial, desenvolve-se
adequadamente em diferentes tipos de solo,
no entanto exige mais de 600 horas anual

de frio hibernal para frutificacao (PAGOT e
ILHA, 2007). A ‘Autumn Bliss’ produz frutos
grandes, de formato oval-cénico, coloracao
vermelha-escura e sabor agradavel, sendo de
maturacao mais precoce do que a ‘Heritage’
(RASEIRA et al., 2004). A ‘Batum’ é de baixa
exigéncia em frio, produz frutos de coloracao
vermelha e formato oval, sendo indicada
para regioes nao tao frias (PAGOT e ILHA,
2007). A ‘Dorman Red’ é vigorosa e tolerante
a altas temperaturas no verao, produzindo

frutos firmes, de coloracao vermelha-brilhante
e tamanho grande (RASEIRA et al., 2004;
OLIVEIRA et al., 2006).

Héa 16 anos, a Embrapa ClimaTemperado
vem aprimorando protocolo para a
micropropagacao de cultivares de
framboeseira. Nesse periodo, milhares

de mudas foram produzidas, sendo
disponibilizadas a produtores de diferentes
Estados. Porém, ainda nao foi quantificado

o0 comportamento das principais cultivares
quanto ao seu potencial de micropropagacao,
0 que é muito importante para a etapa de
planejamento da producao nos laboratorios.
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
avaliar o potencial de multiplicacao in vitro
das cultivares de framboeseira Autumn Bliss,
Batum, Dorman Red e Heritage.

Metodologia

O trabalho foi realizado no laboratorio

de Cultura deTecidos da Embrapa Clima
Temperado, avaliando quatro cultivares de
framboeseira: Autumn Bliss, Batum, Dorman
Red e Heritage.
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Ponteiros de ramos brotados no verao
foram coletados de cada cultivar da Colecao
de Pequenas Frutas da Embrapa Clima
Temperado. A desinfestacao foi realizada em
solugdes compostas por alcool 70%, durante
10-15 segundos, e hipoclorito de sédio a

1%, durante 10 minutos. Em seguida, foram
lavados trés vezes com agua destilada e
autoclavada, sob condi¢cdes assépticas.

Em fevereiro de 2007, sessenta meristemas
(0,3 mm) de cada cultivar foram isolados

em camara de fluxo laminar, sob lupa
estereoscopica. Em seguida, foram inoculados
(Subcultivo 0), individualmente, em tubos de
ensaio (15 mm x 1560 mm) contendo 6 mL de
meio semi-solido composto pelos sais de MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) com 1 mg L’

de BAP (6-benzilaminopurina), 0,01 mg L' de
ANA (acido naftalenoacético) e 0,1 mg L' de
AG, (acido giberélico). Apos a adicdo de agar,
o pH do meio de cultura foi ajustado para 5,9.
A autoclavagem foi realizada a temperatura de
121°C a 1,5 atm, por 15 minutos. Em seguida,
os meristemas introduzidos in vitro foram
conduzidos a sala de cultura com intensidade
luminosa de 20 mE m? s, temperatura de 25
+ 2°C e fotoperiodo de 16 horas.

Apos 60 dias, foram escolhidos os explantes
mais desenvolvidos de cada cultivar para

dar seqliéncia ao processo de multiplicacao.
Estes foram transferidos para frascos de vidro
(120 mm de altura x 50 mm de diametro)
contendo 40 mL do meio de cultura MS
suplementado com 0,8 mg L' de BAP e 15

mg L' sulfato de ferro, sendo inoculados com
o tamanho de 3-5 mm, contendo de duas

a quatro gemas (OLIVEIRA et al., 2006). O
ajuste do pH, a autoclavagem e as condicoes
de cultivo foram realizados da mesma forma
relatada anteriormente. Desta maneira, foram
conduzidos seis subcultivos de 40 dias,
avaliando-se as taxas de multiplicacao e de
contaminacao dos explantes, os niveis de
oxidacao e de vitrificacao e o estado geral das
plantas. Os tratamentos foram dispostos em
delineamento inteiramente ao acaso, com dez
repeticoes, sendo as unidades experimentais
constituidas por um frasco contendo cinco
explantes. As taxas de multiplicacao das
cultivares, nos subcultivos 3 a 6, foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, mediante prévia transformacao
dos dados para (x+0,5)"2. A estimativa do
numero de plantas obtidas de cada cultivar

foi realizada multiplicando-se as taxas de
multiplicacao obtidas nos seis subcultivos e
considerando-se a eficiéncia da aclimatizacao.

O enraizamento das plantas foi realizado

in vitro, utilizando meio de cultura semi-
so6lido MS com metade da concentragao dos
sais e 0,1 mg L' ANA. Para esta fase, foram
utilizadas todas as plantas maiores que 6
mm, as quais foram individualizadas. Apos
30 dias, as plantas que se desenvolveram
foram transplantadas em bandejas de isopor
de 72 células, contendo substrato comercial
Plantmax HT°. As bandejas foram dispostas
em tunel plastico no interior de casa-de-
vegetagao com controle de temperatura (25-
30°C) e de irrigacao. Gradativamente, ao longo
de 15 dias, a cobertura plastica foi sendo
removida, até completar a aclimatizagao
(OLIVEIRA et al., 2006).

Resultados e Discussao

Na fase de estabelecimento in vitro
(Subcultivo 0), as cultivares Autumn Bliss

e Heritage apresentaram as maiores
porcentagens de meristemas desenvolvidos,
respectivamente de 97% e 84%. As menores
foram obtidas com as cultivares Dorman Red
(56%) e Batum (36%). Como o material vegetal
foi coletado de plantas cultivadas a campo e
nao em casa-de-vegetacao, a porcentagem de
desenvolvimento dos meristemas, com média
de 68%, pode ser considerada satisfatoria.

Independentemente da cultivar, a taxa

média de multiplicacao foi de 4,6 plantas por
subcultivo (Tabela 1). Este resultado evidencia
o adequado ajuste do meio e das condigbes de
cultura e a facilidade da micropropagacao da
framboeseira.

Nesse estudo, verificou-se efeito pronunciado
da cultivar no desenvolvimento in vitro

das plantas (Tabela 1). As taxas médias de
multiplicacao por subcultivo foram de 6,4 para
‘Autumn Bliss’, 4,7 para ‘Heritage’, 4,1 para
‘Batum’ e 3,0 para ‘Dorman Red'. Esse efeito
do genotipo na taxa de multiplicacao in vitro
ja havia sido descrito na espécie Rubus ideaus
por Mezzetti et al. (2004).

Destacadamente, a cultivar Autumn Bliss
apresentou o maior potencial de multiplicacao
in vitro, estimando-se a obtencao de 56.664



mudas por meristema inicial responsivo, apos
seis subcultivos de 40 dias (Figura 1). Isto
também ficou evidenciado pelos resultados
do teste deTukey a 5% de probabilidade, ao
se comparar as taxas médias de multiplicacao
das cultivares nos subcultivos 3 a 6 (Tabela 1).

Apos a cultivar Autumn Bliss, a ‘Heritage’
apresentou o maior potencial de multiplicacao
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in vitro, equivalendo-se a ‘Batum’ em alguns
dos subcultivos. A cv. Dorman Red apresentou
a menor taxa média de multiplicacao (3,0),
embora esta seja elevada ao se comparar
com outras espécies frutiferas (OLIVEIRA e
SILVA, 1997). Observou-se que a ‘Dorman Red’
concentra a energia obtida do meio de cultura
na formacao de folhas grandes ao invés de na
formacao de novos brotos.

Tabela 1. Taxa média de multiplicacao por subcultivo de cultivares de framboeseira (Rubus

ideaus L.) durante a micropropagacao.

Cultivar Subcultivo Taxa média
1 2 3 4 5 6 multiplicacao

Autumn Bliss 3,5 7.0 7,5 aA 6,5 aA 6,7 aA 7,3 aA 6,4
Batum 1,0 3,1 5,3 bA 5,3 bA 5,0 bA 4,6 bA 41
Dorman Red 34 2,8 2,8 cA 29cA 3,2cA 2,9cA 3,0
Heritage 1,8 5,5 5,1 bA 5,6 bA 4,0 cB 6,1 aA 4,7
Média 2,4 4,6 5,2 5,1 4,7 5,2 4,6

CV (%) 22,4 19,9 5,9 8,1 7,8 7,9 -

'"Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna, e maiuscula, na linha, nao diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Na analise estatistica, os valores foram transformados em (x+0,5)"2.
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Figura 1. Numero estimado de mudas de quatro cultivares de framboeseira (Rubus
ideaus L.), micropropagadas ao longo de seis subcultivos.

Durante o cultivo, as plantas estudadas nao
apresentaram formacao de calos, o que

€ importante para evitar a ocorréncia de
variacao somaclonal. No presente trabalho,
mudas atipicas nao foram observadas nas
condicoes in vitro e de casa-de-vegetacao, o
que pode ser atribuido a realizacao de apenas
seis subcultivos de 40 dias durante a fase de
multiplicacao e a utilizagao de doses baixas de
reguladores de crescimento (EPPO, 2004).

Na fase de multiplicacao (subcultivos 1 a

6), nao houve contaminacao, vitrificacao

e oxidacao dos explantes das quatro
cultivares estudadas (Tabela 2), revelando
condicOes adequadas de cultivo in vitro e

de manipulacao dos explantes. Ainda na
Tabela 2, verifica-se que, somente na fase de
estabelecimento in vitro, independentemente

da cultivar, houve contaminacao (5%) e
oxidacao (43%) dos explantes, o que era
esperado em funcao de terem sido coletados
do campo e da adaptacao das cultivares as
condicoes in vitro.

Neste trabalho, praticamente 100% das
plantas submetidas ao enraizamento in vitro
apresentaram desenvolvimento satisfatorio de
raizes.

A eficiéncia do processo de aclimatizacao
das plantas foi em torno de 97%, sem haver
variacao entre as cultivares. As mudas
apresentaram crescimento vigoroso em
casa-de-vegetacao, evidenciando a eficiéncia
do sistema utilizado para alongamento,
enraizamento, pegamento e desenvolvimento
das mudas.
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Tabela 2. Porcentagem de explantes por subcultivo (SC) de cultivares de framboeseira
(Rubus ideaus L.) contaminados por fungos e/ou bactérias (C), com sintomas de
vitrificacao (V) e de oxidacao (O) durante a micropropagacao.

Cultivar SCo SC1 SC2 SC3 SC4 SC5 SC6 Média
CV O CV O cC VvV O cCV O cC VvV O C VO C VO CV O
Autumn Bliss 5 0 10 000 0 0 O 0 0 0 0 0O 0 0 0 0 0 0 1 0 1
Batum 5 0 80 000 0 0 O 0 0 O 0 0 O 0 0 O 0 0 O T 0 M
DormanRed 5 0 60 000 0 0 O 0 0 O 0 0 O 0 0 0 0 0 O 1T 0 9
Heritage 5 0 20 000 0 0 O 0 0 O 0 0 O 0 0 O 0 0 O 1 0 3
Média 5 0 43 000 0 0 O 0 0 O 0 0 O 00O 0 0 O 1 0 6

Conclusoes

1. As cultivares de framboeseira apresentam
pronunciada variabilidade genética quanto ao
potencial de multiplicacao in vitro.

2. A cultivar Autumn Bliss apresenta o maior
potencial de multiplicacao in vitro, seguida por
‘Heritage’, ‘Batum’ e ‘Dorman Red'.

3. O sistema de micropropagacao
avaliado proporciona taxas satisfatorias
de multiplicacao para quatro cultivares
de framboeseira, com niveis minimos de
contaminacao, vitrificacao e oxidacao das
plantas.
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